MANTAR DERGISI/The Journal of Fungus Ekim(2018)9(2)188-195

Gelig(Recevied) :31/07/2018 Arastirma Makalesi
Kabul(Accepted) :24/09/2018 Do0i:10.30708/mantar.449790

Ganoderma lucidum’un Turkiye'deki Yabani Ve Kultur
Formlarinin Tavuk Embriyolari Uzerindeki Bazi Etkilerinin
Karsilastiriimasi

Haluk OZPARLAKY, Biilent CELIK?!, Déndii BALTA!

*Sorumlu Yazar: hozparlak@selcuk.edu.tr

1Selcuk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bolimii, Konya, Tiirkiye

Oz: “Olimsiizlik mantar” veya “Reishi” olarak da bilinen Ganoderma lucidum (Curtis) P.
Karst tim dinyada ve 6zellikle de Cin’de alternatif tip alaninda kullanilan bir mantardir. Son
yillarda G. lucidum’un kiltar formu Turkiye’'de de yetistiriimektedir ve halk tarafindan 6zellikle ¢ay,
kahve ve tablet olarak tuketilmektedir. Bu galismayla Turkiye’deki yabani ve kdltir G. lucidum’un
alternatif bir deney hayvani olarak tavuk embriyolari lzerindeki bazi etkilerinin ilk kez tespit
edilmesi amagclandi. Bu amagla iki deney gergeklestirildi. G. lucidum’un birinci deneyde yabani ve
ikinci deneyde kultir formu ayni dozlarda test edildi. Deneylerde dollu tavuk yumurtalarina
kulugkanin 8. glininde G. lucidum’un sulu ekstraktlari farkli dozlarda (1750 upg/yumurta, 875
pg/yumurta ve 219 pg/yumurta) enjekte edildi. Kontrol gruplarina steril bi-distile su enjekte edildi.
Kulugkanin 11. gininde 6l ve anormal embriyo oranlari, malformasyon tipleri, canli ve rélatif
embriyo oranlari tespit edildi. Ayrica kemik gelisiminin belirlenebilmesi icin embriyolarin bir kismi
total olarak Alizarin Red-S yontemiyle boyandi. G. lucidum’un hem yabani hem de kiltiir formlari
test edilen dozlarda 6nemli bir embriyotoksik ve teratojenik etki géstermedi. Ayrica embriyolarin
kemik gelisimini de makroskobik seviyede etkilemedi.

Anahtar kelimeler: Alizarin Red-S, civciv embriyosu, embriyotoksisite, Ganoderma,
teratojenite

Comparison Of Some Effects Of Wild-Grown And Cultivated Forms Of
Ganoderma Lucidum In Turkey On Chicken Embryos

Abstract: Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst is a mushroom which used for alternative
medicine worldwide particularly in China, also known as “Immortality Mushroom or Reishi”. In
recent years, cultivated G. lucidum is also produced in Turkey and consumed by people especially
as tea, coffee and tablets. The aim of this study was to determine the some effects of wild-grown
and cultivated G. lucidum in Turkey on the development of chicken embryos, as an alternative
experimental animal, for the first time. Two experiments were carried out for this purpose. Wild-
grown and cultivated forms of G. lucidum were tested at the same doses in the first and second
experiment, respectively. Aqueous extracts of G. lucidum at different doses (1750 pg/egg, 875
Hg/egg and 219 ug/egg) were injected into the fertilized chicken eggs at 8th day of incubation as
well as sterile bi-distilled water for control groups. Following parameters were examined on 11th
day of the incubation: rates of dead and abnormal embryo, malformation types, live and relative
embryo weights. In addition, some of the embryos were totally stained with Alizarin Red-S method
for bone development. Both wild-grown and cultivated forms of G. lucidum at doses tested did not
present significant embryotoxic and teratogenic effects as well as did not affect the bone
development of embryos at the macroscopic level.
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Girig

Mantarlar ¢ok uzun zamanlardan beri insanlar icgin
dogal besin kaynagi ve alternatif tip yontemleri icinde ilag
olarak kullanim alani bulmustur. Bu mantarlardan bir
tanesi de Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst'dir. Cin,
Kore ve Japonya gibi uzak dogu ulkelerinde
Ganoderma’nin bazi tirleri tibbi amagh dogal Urlnler
olarak kullaniimaktadir. Son zamanlarda G. lucidum’un
kullanimina iligkin yogun bir ilgi olusmustur. Yapilan
arastirmalar igerdigi bilesiklerin medikal anlamda ¢ok ciddi
etkileri oldugunu gostermistir (Lee ve ark., 1998).

Cin'de “Ling Zhi” olarak bilinen G. lucidum igin
Japonya’da Reishi, Mannentake veya Sachitake, Kore'de
ise Youngzi isimleri kullanilir. Cin geleneklerine gore,
Lingzhi “mucize” veya “ugurlu” mantar olarak bilinip
genellikle mutlulugun, iyi sansin, sagligin ve uzun yasamin
semboludir (Wasson, 1968). Geleneksel Cin Tibbi'nda,
gerek diger tibbi bitkilerle birlikte, gerekse tek basina
kullanilsin, Ling Zhi’nin dnemli bir yeri vardir. Hafizayi
gelistirmesi, yasami uzatmasi, ¢evikligi arttirmasi,
karaciger hastaliklari, nefritler, artrit, astim, gastrik Ulser,
arteriyosiklerosis, |6kopeniya, diyabet ve anoreksiya gibi
hastaliklarin tedavisinde ayrica geleneksel tipta da ¢ok
kullaniimaktadir (Chang ve ark., 1986; Jong ve
Birmingham, 1992). Cin'de halk arasinda G. lucidum, her
turld hastah@in tedavisinde kullaniimakta ve her derde
deva olarak bilinmektedir (Liu, 1999). Gunimuzde
Ozellikle bazi kanser tirleri, karaciger yetmezIigi, herpetik
enfeksiyonlar, HIV gibi pek cok rahatsizliga iyi geldigi
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Sekil 1. Turkiye’den toplanan yabani G.
lucidum.

189

bilindigi igin, yodun arastirmalar yapilmakta ve ilag
gelisiminde katki saglamaktadir (Liu ve ark., 2002).

Yukarida bahsedildigi gibi G. lucidum’un bu denli
kapsamli olarak etki etmesi sebebiyle hem gida takviyesi
olarak hem de farmakoloji alaninda kullanimi s6z
konusudur. Glinimiizde daha ¢ok kiltlir formu kullanilan
G. lucidum’un gunlik hayatta ¢ay, kahve, kapsul ve sivi
ekstrakt seklinde tlketimi giderek artmakta ve ¢ok talep
gormektedir. Bu galismayla Turkiye'deki yabani ve kultlr
G. lucidum’un sulu ekstraktinin embriyotoksisite ve
teratojenite agisindan olasi etkilerinin alternatif bir deney
hayvani olan tavuk embriyolari Uzerinde ik kez
degerlendiriimesi ve bu mantarin iki farkli formundan elde
edilen sonuglarin karsilastiriimasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Mantar materyali ve su ekstraktin hazirlanmasi

Bu calismada test edilen yabani G. lucidum
ornekleri Karabiik-Yenice (Kanyon girisi, 41°08'16K,
032°21'51D, 456 m) ilgesinden Prof.Dr. Giyasettin KASIK
ve Uzm.Dr. Sinan ALKAN’In yardimlariyla toplandi ve
teshis edilerek laboratuvarda 6zel kurutma dolaplarinda
40-45°C’de kurutuldu (Sekil 1). Kiltir G. lucidum 6rnekleri
ise ticari bir firmadan kuru ve dilimlenmis olarak satin
alindi (Sekil 2). Kuru 6rnekler degirmende toz haline
getirildi ve su ekstraktlarinin hazirlanmasi icin 10 g
6gutiimis mantar 300 ml kaynar bidistile suyla 15 dk
karnistirildi.  Ardindan  6rnekler  liyofilize  edilerek
kullaniincaya kadar buzdolabinda 4°C’de muhafaza
edildi.

Sekil 2. Turkiye’den ticari bir firmadan temin edilen
kurutulmus ve dilimlenmis kiltir G. lucidum.
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Deneysel agamalar

Bu calisma S. U. Veteriner Fakiiltesi Deney
Hayvanlari Uretim ve Arastirma Merkezi Etik Kurulu’nun
20.10.2015 tarih-2015/82 sayili ve 28.04.2017 tarih-
2017/42 sayili izinleriyle gergeklestirildi.

Calismada iki deney gergeklestirildi. Birinci deneyde
yabani G. lucidum ekstrakti, ikinci deneyde kiltir G.
lucidum ekstrakti test edildi. Test edilen dozlarin
belirlenmesinde ekstraktlarin stok solisyonda suda
¢6zinmesi dikkate alinarak kullanilabilecek en ylksek doz
ve onun azalan iki dozu tercih edildi. Deneylerde ticari bir
isletmeden temin edilen kahverengi renkte ATAK-S cinsi
damizliklara ait toplam 90 adet dolli kulugkalik ézelliklerde
yumurta kullanildi. Birinci deney i¢in Kontrol (Bi-distile su),
YGLEI (219 pgly) [Yabani Ganoderma lucidum ekstrakti |
(219 mikrogram/yumurta)], YGLEII (875 ug/y) ve YGLEIII
(1750 pgly); ikinci deney icin Kontrol (Bi-distile su), KGLEI
(219 pgly) [Kultir Ganoderma lucidum ekstrakti 1 (219
mikrogram/yumurta)], KGLEII (875 pg/y) ve KGLEIII (1750
paly) gruplari olusturuldu. Her grup icin en az 10 yumurta
olacak sekilde yumurtalar tartildi ve agirliklari kaydedildi.
Kulugka islemine baslamadan oOnce %70’lik etanolle
kulucka makinesi dezenfekte edilip yumurtalar kulucka
makinesine uygun konumda yerlestirildi. Kulugka gelisim
makinesine (Cimuka-Prodi HB500S) sicaklik 37.7°C’ye,
nispi nem %55’e ve her saat basi yumurtalar bir kez 180°
cevrilecek sekilde gerekli ayarlamalar yapilarak kulucka
islemi baslatildi.

Her bir deney icin kulugkanin 8. giiniinde dnceden
steril sartlarda hazirlanan ve 4°C'de saklanan test
solUsyonlariyla steril sartlar altinda enjeksiyon iglemleri
gerceklestirildi. Enjeksiyon iglemi yapilmadan yaklagik 12
saat Oonce hava kamaralarinin uygun pozisyon almasi
amaciyla gevirme iglemi durdurularak yumurtalarin kit ucu
yukari gelecek sekilde dik pozisyona getirildi. Yumurtalarin
kat uclari enjeksiyon yapilmadan énce %96’lik etanolll
pamukla dezenfekte edildi ve yumurta delicisi yardimiyla
hava kamarasina delikler agilarak enjeksiyon iglemlerine
gecildi. Birinci deney icin Kontrol (Bi-distile su) grubundaki
yumurtalara 60 pl hacminde steril bi-distile su; YGLEI (219
paly), YGLEIN (875 pgly) ve YGLEINI (1750 pgly)
gruplarindaki yumurtalara ise 60 pl hacminde belirtilen
dozlarda steril bi-distile suda ¢6zdurliimis yabani G.
lucidum ekstrakti enjekte edildi. ikinci deney igin ise farkl
olarak KGLEI (219 pgly), KGLEI (875 ugl/y) ve KGLEIII
(1750 pgly) gruplarindaki yumurtalara ise 60 pl hacminde
belirtilen dozlarda steril bi-distile suda ¢oézdurtlmus kiltar
G. lucidum ekstrakti enjekte edildi. Enjeksiyon islemi
tamamlandiginda daha énce agilan delikler hizl bir sekilde
sivi parafinle kapatildi. Enjekte edilen sollsyonlarin
diffiize olabilmesi igin ilk 1 saat yumurtalar hava kamarasi
yukarida olacak bi¢imde dik pozisyonda bekletildi. Takiben
yumurtalar kulugka gelisim makinesine tekrar yerlestirilip
kulugka islemine 11. gline kadar devam edildi.

Kulugkanin 11. ginud agilan yumurtalarda canli ve
0lu embriyolarin gelisme evreleri Hamburger ve Hamilton
(Hamburger ve Hamilton, 1951) skalasina (HH skalasi)
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gore belirlendi. Canli embriyolar hassas teraziyle tartildi ve

rolatif embriyo agirhklari asagida gosterilen formiille
hesaplandi;

Embriyo agirhigi

Rélatif embriyo agirhigi = X 100

Yumurtanin son agirhig:

Elde edilen embriyolar malformasyonlar ve gelisme

geriliklerinin ~ belirlenmesi amaciyla %10’luk  notr
formalinde 4°C’de saklandi. Bu embriyolarda kanat ve
bacaklarin gelismemesi, parmaklarda kivrima ve

bukulmeler, tuylenmede anormallik, hemoraji, anormal
gaga olusumu, édem, i¢ organlarin ters donik disarida
olugu, tek ve cift gz anormalligi, boyun ve kalca defektleri,
beynin disarda gelisimi ve genel gelisim geriligi gibi ¢esitli
malformasyonlarin olup olmadigi oncelikle ¢iplak gozle
daha sonra stereo mikroskopla belirlenmeye calisildi. Her
gruptan 2-3 adet embriyo kemik gelisiminin tespit edilmesi
amaciyla total olarak Alizarin Red-S boyama metoduyla
(Tamayo Arango ve ark., 2012) boyandi. Bu metoda gére;
tespit edilmis embriyolar bir gin %70'lik etanolde ve
ardindan bir giin %2’lik KOH'de bekletildikten sonra, %2'lik
KOH'de taze olarak hazirlanmis %0.005-0.0025'lik
Alizarin Red-S (Merc-106278) igerisinde kontrollu bir
sekilde 1-2 glin sureyle boyandi. Embriyolar 1-2 guin tekrar
%2’lik KOH’e alindu. Son olarak KOH
(%2'lik)+gliserol+amonyak (1:1:1) karisiminda 3-7 gin
bekletilen embriyolar gliserole alinarak fotograflari ¢ekildi.

Canh ve rolatif embriyo agirhiklarinin
degerlendiriimesi amaciyla Kontrol ve diger gruplarin
aralarindaki farki belirlemek icin t-testi uygulandi ve
p<0.05 6nem diizeyi olarak kabul edildi. Istatistiksel
analizler uygulanirken paket program (SPSS, 2004)
kullanildi.

Bulgular

Calismada kullanilan yumurtalarin doéllGlik oranlari
Tablo 1'de verilmigtir. Kontrol gruplarinda 11 glnlik
yumurta agirlik kaybi ve gunlik yumurta agirlik kaybi
sirasiyla |. deneyde %5.54 ve %0.50, Il. deneyde ise
%6.39 ve %0.58 olarak tespit edilmigtir (Tablo 1).

I. ve Il. deneylerdeki tim gruplarda canlilik orani
%100 olarak tespit edilmistir (Tablo 2). Hem yabani hem
de kiltir G. lucidum ekstraktinin test edilen dozlarda bir
embriyonik Olime sebep olmadigi ve tavuk embriyolari
Uzerinde embriyotoksik bir etki géstermedigi tespit
edilmistir.

Yabani G. lucidum ekstraktinin test edildigi ilk
deneyde canli embriyo agirligi bakimindan Kontrol
grubuyla diger gruplar arasinda istatistiksel olarak énemli
bir fark gdézlenmemigtir. Rolatif embriyo agirhgi
bakimindan ise sadece YGLEIII (1750 pg/y) grubu Kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak ©6nemli duzeyde
azalma gOstermistir (p<0.05). Kultar G. lucidum
ekstraktinin test edildigi ikinci deneyde Kontrol grubuyla
diger gruplar arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark
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g6zlenmezken, rolatif embriyo agirligi bakimindan sadece
KGLEI (219 ug/y) grubunda Kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak 6énemli dizeyde bir artis gbézlenmistir
(p<0.05). Bu veriler de G. lucidum’un Turkiye'deki yabani
ve kiltir formlarinin  tavuk embriyolari  Gzerinde
embriyotoksik bir etki géstermedigine isaret etmektedir.
Gelisme geriliklerinin ve malformasyonlarin tespiti
icin ¢iplak gbzle ve stereo mikroskop altinda yapilan
gozlemlerde, her iki deneyde de highir grupta anormal
embriyo godzlenmemistir (Tablo 2). Gruplardaki normal
embriyolardan bazilarinin  fotograflari  Sekil 3-6'da
gorllebilir. Ayrica iskelet sisteminin gelisim geriliklerini

Ekim(2018)9(2)188-195

incelemek amaciyla Alizarin Red-S ydntemiyle boyanan

embriyolar makroskobik olarak incelenmistir. Her iki
deneydeki tim gruplardan boyama yapilan embriyolarin
iskelet gelisiminde Kontrol grubuyla kiyaslandigi zaman
o6nemli bir gerilige ve herhangi bir anormallige
rastlanmamistir. Kemik gelisimini gosteren fotograflar
Sekil 7 ve 8'de gorulebilir. Anormal embriyo oranlari ve
Alizarin Red-S boyama ydntemi sonuglari géz 6nline
alindiginda; test edilen dozlarda kulltir ve yabani G.
lucidum ekstraktinin tavuk embriyolari Gzerinde teratojenik
bir etkiye sahip olmadidi sonucuna ulasiimistir.

Tablo 1. Kulugkanin 11. gliniine ait veriler (YGLE, yabani Ganoderma lucidum ekstrakti; KGLE, Kultir Ganoderma lucidum
ekstrakti; ugly, mikrogram/yumurta; Ort+SS, ortalamatstandart sapma).

Gruptaki D6l Yumurta Kulugkanin 11. 11 gunlik Gunlak
p Dollultk baslangi¢ glinunde yumurta yumurta
yumurta yumurta o¥ N 2 2
orani (%) agirhgi (g) yumurta agirhgr  agirhk kayb1  agirhk kaybi
Gruplar (Doz) saylst  sayisi (Ort£SS) (g) (Ort£SS) (%) (%)
_ goyrot (Brdistie 12 10 8333 50.95:256 56.63:2.72 554 0.50
O
=5 YGLEI (219 pgly) 13 10 76.92 61.74+4.92 58.17+5.32 5.78 0.53
T YGLEII (875 pgly) 13 12 92.31 61.82+4.50 58.00+4.71 6.18 0.57
YGLEII (1750 pgly) 12 9 75.00 62.5+3.58 58.46+3.46 6.46 0.59
_ st (Brdistile 10 7000  64.13:t471  60.03+4.59 6.39 0.58
= % KGLEI (219 pgly) 10 7 70.00 61.21+£3.15 58.15+1.93 5.00 0.46
o KGLEIl (875 pgly) 10 10 100.00 59.83+3.45 55.28+4.09 7.60 0.70
KGLEII (1750 pgly) 10 9 90.00 61.96+4.66 57.82+5.08 6.68 0.61

Tablo 2. Kulugkanin 11. giiniinde embriyolara ait bazi veriler (YGLE, yabani Ganoderma lucidum ekstrakti; KGLE, Kultur
Ganoderma lucidum ekstrakti; ug/y, mikrogram/yumurta; Ort+SS, ortalamazstandart sapma).

Dolla Canh

Canlhilik

Canliembriyo  Roélatif embriyo  Anormal  Anormal

yumurta embriyo orani (%) agirhgi (g) agirhgi (%) embriyo  embriyo
sayisi sayisi (Ort£SS) (Ort£SS) sayisi orani (%)
Gruplar (Doz)
. Kontrol (Bi-distile su) 10 10 100 3.27+0.26  5.73%£0.30 0 0
.9 YGLEI (219 pgly) 10 10 100 3.18+0.27 5.51+0.76
@ YGLEII (875 pgly) 12 12 100 3.40+0.33 5.91+0.54 0 0
YGLEIIl (1750 pgly) 9 9 100 3.11+0.14 5.32+0.32* 0 0
- Kontrol (Bi-distile su) 7 7 100 3.27+£0.37 5.44+0.38 0 0
2 KGLEI (219 pgly) 7 7 100 3.58+0.33 6.16+0.63* 0 0
- @ KGLEII (875 pgly) 10 10 100 3.12+0.32  5.67+0.79 0 0
KGLEII (1750 pgly) 9 9 100 3.05+0.21  5.31+0.54 0 0

* Kontrol (Bi-distile su) grubuyla arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (t-test. p<0.05)
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SR B - .= ¢
Sekil 3. Birinci deneydeki Kontrol (Bi-distile su) Sekil 4. Birinci deneydeki YGLEII (1750 ugly)
grubuna ait bir embriyo. grubuna ait bir embriyo.

e

5 ‘r

Sekil 5. ikinci deneydeki KGLEI (219 pgly) Sekil 6. Ikinci deneydeki KGLEIl (875 ugly)
grubuna ait bir embriyo. grubuna ait bir embriyo.

Sekil 7. Birinci deneyde Kontrol (Bi-distile su), YGLEI (219 ugly) ve YGLEIII (1750 pgly) gruplarina
(soldan saga dogru) ait kemik gelisimi normal embriyolar (Alizarin Red-S boyama).
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Sekil 8. ikinci deneyde Kontrol (Bi-disile su), KGLEI (219 pgly), KGLEII (875 ugly) ve KGLEII (1750
paly) gruplarina (soldan saga dogru) ait kemik gelisimi normal embriyolar (Alizarin Red-S boyama).

Tartisma

insanoglu her gecen giin artan miktarlarda
embriyotoksik ve teratojenik potansiyeli bilinmeyen ilaclar,
endistri yan Uriinleri ve cevre kirleticilerine ister istemez
maruz kalmaktadir. Bu g¢esit kimyasal bilesiklerin
embriyotoksik ve teratojenik etkilerinin sigcan veya fare gibi
kemirgenler ya da tavsanlar tUzerinde ayrintili olarak test
edilmesi ¢ok 6nemlidir. Ancak dinyadaki tim kimyasal
bilesiklerin test edilmesi mumktn degildir. Bu sebeple bir
kimyasal bilesigin memeli embriyosu Uzerine olumsuz
etkilerini dogru bir sekilde tahmin edebilecek, ucuz ve hizli
alternatif tarama yOntemlerinin  gelistiriimesi  6nem
kazanmaktadir. Bu amaca yonelik olarak memeli ve
memeli olmayan hayvan tirlerinin kullanildigi ¢esitli in vivo
ve in vitro test sistemleri kullaniimaktadir. Kanatl
embriyolari 6zellikle de tavuk embriyolari kullanilarak
degdisik kimyasal bilegiklerin embriyotoksik ve teratojenik
etkilerinin belirlendigi ¢ok sayida arastirma mevcuttur
(Ozparlak, 2015).

Tavuk Embriyotoksisite Tarama Testi (Chicken
Embryotoxicity Screening Test, CHEST) dollui tavuk
yumurtasi kullanilarak Jelinek (1977) tarafindan gelistirilen
ilk testlerden biridir ve CHEST-lI (embriyotoksik doz
sinirlarinin ~ belirlenmesi) ve CHEST-Il (teratojenik
parametrelerin  tespit) olmak Uzere iki basamakta
gerceklestiriimektedir. Bu testin yani sira dolli tavuk
yumurtasi kullanilarak cesitli modifikasyonlarla, Kemper
ve Luepke (1986) Tavuk Yumurtasi Testini (Hen’s Eggs
Test, HET) ve Nishigori ve ark. (1992) ise D6lli Tavuk
Yumurtasi Tarama Testini (Hen’s Fertile Egg Screening
Test, HEST) gelistirmiglerdir. Kanath embriyolariyla
yapilan son yillardaki bir calismada ise dolli tavuk
yumurtalarindaki embriyolarin perifer kan eritrositlerinde
mikronukleus (MN) olusumu tanimlanmis ve tavuk
yumurtasi mikronlkleus testi (Hen's Egg Test for

193

Micronucleus Induction, HET-MN) olarak adlandirilan
yontem gelistirilmigtir (Wolf ve Luepke, 1997).

Bahsedilen ve benzer diger testler genel olarak
ucuz ve kolay olup tekrarlanabilir sonuclar vermekte ve
kisa surede gerceklestirilebilmektedir. Civciv
embriyosunun gelisim safhalarinin ¢ok iyi bilinmesi énemli
diger avantajlanidir. Cok sayida civciv embriyosunun
kullanilabilmesi toksisitenin istatistiksel agidan
degerlendiriimesinde memeli turlerle yapilacak
calismalara kargi bir avantaj saglamaktadir. Bu testler
daha sonra memeliler Uzerinde yapilacak calismalarda
kullanilacak olan denek sayisini ve deneme sayisini
azaltmakta, canh bir organizmaya verilebilecek agri ve
aclyl da en aza indirgeyerek, etik kurallara, yasal
kisittamalara ve hayvan haklarina da  aykin
dismemektedir. Ancak tavuk embriyosu kullanilan bu
testlerde plasenta ve memelilerdeki anne-fetus iligkisi
olmamasi, bazi bilesiklerin nonspesifik bir hassasiyet
gOstererek  hatali pozitif  sonuglar  verebilmesi
dezavantajlari olarak gorulmektedir. HET yontemiyle 6lim
oraninin (LDso), gelisme geriliginin (yumurtadan c¢ikis
agirhdi, kemik uzunluklart ve organ agirliklar),
teratojenitenin (iskelet gelisimi anormallikleri, makroskobik
ve anatomik anormallikler), sistemik etkilerin (kan
kimyasal parametreleri, hematolojik parametreler ve organ
histopatolojisi) ve immunopatolojik etkilerin (timus ve
bursa Fabricii’nin histolojik yapilari) degerlendirilebilecegi
belirtiimistir (Ozparlak, 2015).

Kulugka sartlarinin  optimum olmasi kanatl
embriyolarinin kullanildigi embriyotoksisite ¢alismalarinda

calismanin glvenirliligini artirmaktadir. Kulugka
makinesinin nispi (%) neminin belirlenebilmesi igin
yumurtalarin kabuklarindaki porlardan nemin

buharlasmasi sonucu kaybedilmesiyle olusan agirlik kaybi
onemli bir olguttir. Kulucka slresince ginlik ortalama
%0.55-0.70 araliginda agirhk kaybi &nerilmektedir
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(Mauldin 1993). Bu ¢alismada birinci ve ikinci deneylerdeki

Kontrol gruplarinda goézlenen degerler Onerilen bu
degerlere yakindir ve bu durum kulugka sartlarimizin
optimum sartlara yakin olduguna isaret etmektedir. Ayrica
Romanoff (1997) 11 glnlik tavuk embriyolarinin 3.68 g
agirhginda oldugunu rapor etmistir. Bu calismada ise
birinci ve ikinci deneylerin Kontrol gruplarinda embriyo
agirliklari rapor edilen degere yakin olmakla birlikte
aradaki farkliliklar yumurta buyukliginden veya tavuk
irklarindaki farkliliklardan kaynaklanabilir.

Tavuk  embriyolariyla  yapilan  ¢alismalarda
enjeksiyonun zamani ve bdlgesi, kullanilacak test
soliisyonunun hacmi, uygulanacak doz ve bu dozlar i¢in
kullanilacak yumurtalarinin sayisi, kullanilacak ¢oéztcinin
cinsi ve konsantrasyonu g6z 6ninde bulundurulmasi
gereken Onemli hususlardir (Ozparlak, 2015). Tavuk
yumurtalariyla yapilan testlerde test edilecek maddenin
verilecedi yer hava kamarasi, albumin, yumurta sarisi ve
embriyonun kaudal bélgesidir. Bu ydntemler arasinda en
¢cok tercih edilen ybntem hava kamarasina yapilan
enjeksiyon yontemidir. Uygulamasinin basit olmasi,
solusyonun hizli ve homojen bir sekilde difflize olmasi,
yumurtalarin enfekte olma olasiliginin dusuk olmasi, i¢
basincin artmasina bagli olarak embriyoda olugsmasi
muhtemel mekanik hasarlarin tolere edilmesi agisindan
hava kamarasina enjeksiyon ideal yéntem olarak gbze
carpmaktadir (Prelusky ve ark., 1987; Celik ve ark., 2000;
Sur, 2001).

Enjeksiyon zamani agisindan bakildiginda ise test
edilmek istenilen maddenin dogal formunun etkileri
belirlenmek isteniyorsa erken donemde enjeksiyon tercih
edilmektedir. Test edilecek maddenin karacigerde
metabolize edilmesiyle olusacak metabolitlerinin etkileri
belirlenmek isteniyorsa enjeksiyonun daha ge¢ dénemde
tercih edilmesi gereklidir (Jelinek ve ark., 1985; Prelusky
ve ark., 1987; Ozcan, 1992). Cinkii tavuk embriyosunda
embriyonik dénemin 4. guninde karaciger farklilagsmasi
g6zlenmektedir. Bu dbénemden itibaren karaciger
gOrevlerini yerine getirmeye baslar ve detoksifikasyon
olaylari baslamig olur (Hamilton ve ark., 1983). HET-MN
yonteminde de sollsyonlarin kulugkanin 8. giiniinde hava
kamarasina enjekte edilmesi ve kulugkanin 11. guninde
kan drnekleri alinmasi genotoksisitenin belirlenmesi icin
optimum olarak kabul edilmistir (Wolf ve ark., 2002). Bu
calismada da yabani ve kiltir G. lucidum ekstraktlarinin
karacigerde metabolize edilmesiyle olugacak
metabolitlerinin ~ etkilerinin ~ belirlenmesi  amaciyla
kulugkanin 8. glininde hava kamarasina enjeksiyon
yontemi tercih edilmistir.

Enjeksiyon igleminde kullanilacak sollsyonlar igin
3-100 pl/ly arasinda degisen hacimlerde sollsyonlar
kullanilsa da (Ozparlak, 2015) hava kamarasina yapilacak
enjeksiyonlarla ilgili olarak; dolli tavuk yumurtalariyla
yapilan bir ¢galismada hava kamarasina kulugkanin 24.,
48. ve 72. saatlerinde 50 pl hacimde solisyon verilmigtir
(Wyttenbach ve Thompson, 1985). Baska bir ¢calismada
ise kulugkanin hemen baslangicinda ve 12. giininde 100
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pl hacim tercih edilmistir (Varga ve ark., 2002). Diger pek
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¢ok calismada ise hava kamarasina kulugkanin 12.
gininde 100 pl hacminde enjeksiyon uygulanmistir
(Varga ve ark., 1999; Varnagy, 1999; Budai ve ark., 2001;
Varnagy ve ark., 2001; Budai ve ark., 2002; Fejes ve ark.,
2002). HET-MN yonteminde ise hava kamarasina
enjeksiyonda kulugkanin 8. guninde hidrofilik dzellikteki
test maddeleri icin 100 pl hacminde ve hidrofobik test
maddeleri icin 50 yl hacminde enjeksiyon énerilmistir (Wolf
ve ark., 2002). Bu galismada da kulugkanin 8. giiniinde
enjeksiyon hacmi olarak embriyolarin tolere edebilecegi
distnllen 60 pl/y solisyon hacimleri tercih edilmistir.

Tavuk yumurtalariyla yapilan ¢calismalarda her grup
icin Jelinek ve ark. (1985) 6-10 yumurta kullanmislardir.
HET-MN igin de her grupta en az bes-altt yumurta
kullaniimistir (Wolf ve Luepke, 1997; Wolf ve ark., 2002).
Bu calismada da her grup icin 10-13 yumurta
kullaniimistir.

Toksisite testlerinde bir maddeyi test etmek igin
farkli dozlarinin denenmesi gerekir. Brown ve ark. (1986)
denemelerde en az g farkl dozun c¢alisiimasi gerektigini
belirtmislerdir. Bu ¢alismada da her iki ekstraktin ayni ¢
dozu test edilmistir. Bdylece G. lucidum’un hem yabani
hem de kdltir formunun test edilen dozlarda tavuk
embriyolari Uzerinde ayni etkiye sahip oldugu vyani
embriyotoksik ve teratojenik bir etki sergilemedigdi tespit
edilmigtir.

Dunya’daki mantarlar icerisinde yaklasik 30 tdrin
ticari ve endustriyel olarak Uretimi yapiimaktadir. Dogal
mantarlarin bazi tirleri dogadan toplanip tiketilirken bazi
turleri ise kdltire alnip tiketiimektedir. Ozellikle
makrofunguslarin genis bir biyolojik aktivite yelpazesine
sahip olmalari gergedi g6z ©6nlinde bulundurularak
ginimizde kullanilan ilaglara alternatif olabilmeleri igin
yabani turlerinin kulttirde Uretilmesi 6nem kazanmaktadir.
Son yillarda dinya genelinde oldugu gibi Turkiye’de de
tibbi mantar yetistiriciligi giderek artmaktadir ve bunlarin
basinda da G. lucidum gelmektedir. G. lucidum son
yillarda antikanserojen ve bagisiklik sistemini guglendirici
etkileri ile insan viicudunu enfeksiyonlara karsi koruyucu
etkisi sebebiyle son yillarda ¢ok popduler bir tibbi mantar
olmustur (Ustiin, 2011). Yabani G. lucidum'a gunlik
hayatta halkin arazi sartlarinda ulagsmasi teshis etmesi ve
temin etmesi olduk¢a zordur ve bu nedenle kiltir G.
lucidum’un kullanimi daha pratik gérinmektedir. Kalttr G.
lucidum glnluk hayatta cay, kahve, kapsiil ve sivi ekstrakt
seklinde tiiketimektedir. insanlar tarafindan yogun bir
sekilde kullanilan G. lucidum’un etkileriyle ilgili pek ¢ok
literatir varken, balik embriyolari Uzerine bir c¢alisma
disinda (Dulay ve ark., 2012) olasi embriyotoksik ve
teratojenik etkileriyle ilgili bilgi yoktur. Bu ¢alismayla ilk kez
Tuarkiye'deki G. lucidum’un hem yabani hem de kaltur
formlarindan hazirlanan sulu ekstraktlarinin test edilen
dozlarda alternatif bir deney hayvani olan tavuk
embriyolari Gzerinde embriyotoksik ve teratojenik etkisinin
olmadigi gdsterilmistir. Elde edilen sonuglarin bu alandaki
literatir eksikligine 11k tutmasi umut edilmektedir.
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